Grundmann M, Haidar M,Placzko S, Niendorf R, Darashchonak N, Hubel CA, von Versen-Höynck F. Vitamin D improves the angiogenic properties of endothelialprogenitor cells. The main pathogenic feature of preeclampsia is maternal endothelial dysfunction that results from impaired angiogenesis and reduced endothelial repair capacity. In addition, preeclampsia risk is associated with vitamin D deficiency. We hypothesized that vitaminD 3 stimulatesproangiogenic properties of endothelialcolony-forming cells (ECFCs). ECFCs were obtained and cultured from cord blood and characterized by immunocytochemistry and flow cytometry.Proliferation,total length of tubule formation on Matrigel, expression of VEGF mRNA,and pro-matrix metalloproteinases (MMP)-2 activity were assessed after treatment of ECFCs with vitaminD 3 .Specificity of the observed effects was tested by blocking the vitamin D receptor (VDR) or the VEGF signaling pathway. ECFCs treated with 10 nM vitaminD 3 showed a 1.27 times higher tubule formation compared with vehicle-treated controls (1.27 Ϯ 0.19) as well as a 1.36 timeshigher proliferation rate (1.36 Ϯ 0.06). VitaminD 3 induced pro-MMP-2 activity(1.29 Ϯ 0.17) and VEGF mRNA levels (1.74 Ϯ 0.73) in ECFCs. VDR blocking by pyridoxal-5-phosphate (0.73 Ϯ 0.19) or small interfering RNA (0.75 Ϯ 0.17) and VEGF inhibition by Su5416 (0.56 Ϯ 0.16) or soluble fms-like tyrosine kinase-1 (0.7 Ϯ 0.14) reduced tubule formation and pro-MMP-2 activity (pyridoxal-5-phosphate:0.84 Ϯ 0.09; Su5416: 0.79 Ϯ 0.11; or sFlt: 0.88 Ϯ 0.13)
VITAMIN D, PRIMARILY KNOWN for its important role in calcium homeostasis and bone metabolism, influences the cardiovascular system through unclear mechanisms (33) . Vitamin D deficiency is associated with increased all-cause and cardiovascular disease mortality,coronary heart disease,and various cardiovascular risk factors (33) .
Preeclampsia, a pregnancy-specific disorder that affects 3-7% of all pregnancies,is a major causeof maternal andfetal morbidity and mortality (43) and is associated with an increased risk for cardiovascularevents later in life (6) . Endothelial dysfunction underliesthe hypertension, proteinuria, and multiorgandamage thatoccurduring preeclampsia. The mechanisms that contribute to the disturbed endothelial homeostasis in the pathophysiology of preeclampsia remain unclear (41, 46) . Compared with normal pregnancies, preeclampsia is characterized by marked changes in vitamin D and calcium metabolism (3) . Epidemiological studies have demonstrated an association between low maternal vitamin D levels and the incidence of preeclampsia (23, 27) and suggest vitamin D deficiency to be an independent risk factor for the development of preeclampsia (7) . Moreover, vitamin Dsupplementation studies also showed protective effects on preeclampsia incidence (27, 37, 42) .
Circulating endothelial progenitor cell (EPC) abundance has been proposed as a surrogate marker of vascular function and is reduced in patientswith variouscardiovascularrisk factors (1) . Decreased numbers of EPCs may be a sign of impaired endothelial repair capacity in preeclampsia (52) . Late outgrowth EPCs,also referred to as "endothelial colony-forming cells" (ECFCs), have endothelial-like characteristics (50) . They are highly proliferative and migrate to sitesof vessel formation, possessing the ability to differentiate into mature endothelial cells (53) . They are critical to, and play acomplementary role, in blood vesselformationandrepair (51) . Vascular endothelial growth factor (VEGF) stimulates endothelial cell proliferation and migration and mediates vascular growth and angiogenesis. VEGF and its soluble receptor solublefmslike tyrosine kinase-1 (sFLT-1) are implicated in vascular damage and repair in preeclampsia (47) . Matrix metalloproteinases (MMPs) are zinc-and calcium-dependentenzymes that play an important role in physiological as well as pathological mechanisms, being involved in angiogenesis and vascular remodeling by degrading extracellular matrix proteins (14) . MMPs are implicated in the pathogenesis of vascular dysfunction associated with preeclampsia (38, 47) .
So far, the relationship between vitamin Dand function of ECFCs has not been investigated. We tested the hypothesis that vitamin Dstimulates the proliferation and development of capillary-like tubules of ECFCs in cell culture models and that the effect of vitamin Dis mediated by VEGF. We also investigated the effect of vitamin D on pro-MMP-2 activity of ECFCs.
of uncomplicated pregnancy was confirmed bychart review by a jury of research and clinicalinvestigators.Cord blood samples were collected immediately after delivery. The local Ethic Committee of Hannover Medical School approved this research, and all pregnant women gave written informed consent.
Isolation, culture, and vitamin Dreceptor silencing of ECFCsfrom cordblood. Blood wastaken fromtheumbilical cord vein immediately after delivery and transferred intoa sterile tube containing EDTA. The samples were processed within 1h. After centrifugation at 400 g for 10 min and removal of plasma, the blood cells were diluted with plasma replacement buffer containing EDTA, penicillin, streptomycin, and PBS. The samples were further diluted with equal volumes of isolation buffer containing PBS, penicillin, streptomycin, and 2% FBS. The sampleswere layered on Ficoll Plus (GE Healthcare, Buckinghamshire, England) and centrifuged at 400 g for 40 min. Cells from the mononuclear cell fraction were collected and washed two times with isolation buffer. Cells were maintained in endothelial cell growth medium1 [EGM-1; Lonza, Basel, Switzerland;supplemented with supplier-recommended concentrations of human recombinant epidermal growth factor, fibroblast growth factor, VEGF, ascorbic acid (vitamin C), hydrocortisone, and recombinant insulin-like growth factor] with 10% FBS at5 ϫ 10 7 cells/well on collagen-coated sixwell plates (BD Bioscience, Heidelberg, Germany) and incubated at 37°C in an atmosphere of 5% CO2. Medium was changed daily for 10 days and then every other day. Colonies of ECFCs appearedbetween 5and20 daysof culture and were identified as well-circumscribed monolayers of cobblestone-appearing cells (29) . Endothelialcell colonies were enumerated by visual inspection using an inverted microscope (Olympus, Tokyo, Japan) under ϫ 4magnification ( Fig. 1 ). ECFCs derived from the colonies were plated in 75-cm 2 tissue culture flasks and used at 80 -90% confluence. Passages 2-4 were used in experiments.
Forvitamin D receptor(VDR) silencing, the ECFCs were transiently transfected with predesigned, site specific VDR small interfering (si)RNA (ON-TARGETplus, Dharmacon D-003448-02-0005) diluted in EGM-10% FBS medium (without antibiotics) containing Dharmafect 1 transfection reagent (Dharmacon). Transfection reagent-siRNA complexes (final concentration of siRNA 20 M) were added to each well of a sixwell plate with ECFCs grown to 90% confluence. After 24 h of incubation,the media were replaced with regular growth medium (EGM-1 supplementedwith10% FBS andantibiotic) and cells were used for further experiments. Western blot was used to confirm that VDR silencing was effective.
Immunophenotyping ofendothelialcells. To assess the endothelialphenotype,immunocytochemistry was performed using fluorescein isothiocyanate-labeled Ulex europaeus aggluti-ninI (lectin; Sigma-Aldrich, Steinheim, Germany) as cell surface staining and acetylated low-density lipoprotein (Dil-Ac-LDL; Biomedical Technologies,Stroughton, MA) to examine the cells for uptake of Dil-Ac-LDL.Cells were treated with5 g/ml Dil-Ac-LDL and incubated fo r4hat37°C. Then, cells were permeabilized with Tergitol-type NP-40 for 1min. After fixation in 4% paraformaldehyde for 10 min, cells were counterstained with 10 g/ml lectin for 1 h. DAPI (Thermo Scientific,Rockford,IL) was used for staining nuclei. Fluorescence images were taken by aLeica EL600 fluorescence camera (Leica Microsystems,Wetzlar, Germany). Lectin was excited at 488 nm and Dil-Ac-LDL at 456 nm.
Flowcytometry. Tofurther characterizethe isolatedECFCs and to confirm their phenotype, we conducted flow cytometric analyses using surface markers CD31, CD34, CD133,VEGFR-2, and CD45 as well as appropriate isotype controls as described by Duda et al. (19) with minor modifications. In short, cultivated ECFCs were detached from culture plasticware using 5mM EDTA (in PBS). Then, 0.5 ϫ 10 6 cells were used per FACS tube and solubilized in FACS buffer (0.1% BSA and 0.02% sodium azide in DPBS) before Fc-receptor blocking reagent (Miltenyi, Auburn, CA) wa s added to each tube. Then specific amounts of isotypes or antibodies (as in Ref. 19 ) were added tothe preparations. After being washed, the cells were analyzed using the BD flow cytometer LSR-II and Software BD FACSDiva.
Western blot. Western blot was performed to demonstrate that ECFCs express VDR. Cells were lysed with Laemmli buffer (50mM Tris·HCI pH 7.4, 150 nM NaCl, 0.2% Triton X-100, 0.1 mM PMSF, 0.1 mM Na 3VO4,25 mM Na-fluoride, 25 mM ␤ -glycerophosphate, 2 mM EGTA, 10 mg/ml leupeptin, and 10 mg/ml aprotinin).The membranes were incubated with a1:500 dilution of the rabbit anti-VDR N-20 polyclonal antibody (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA). After overnight incubation at 4°C, membranes were washed three times with PBS and incubated fo r2hat4°Cwith a 1:5,000 dilution of anti-rabbit IgG (GE Healthcare, Buckinghamshire, UK). The blots were washed 5 min in Pierce solution, and bands were visualized by ECL Western blotting analysis system (GE Healthcare).
In vitro angiogenesis assay. To test whether in vitro angiogenesis in ECFCs is stimulated by 1,25(OH) 2 vitaminD3,cells were pretreated with 0.1 and 10 nM of 1,25(OH) 2 vitaminD 3 (Sigma-Aldrich,St. Louis, MO) for 24 h in endothelial basal medium (without supplements) containing 0.1% FBS or 2.5% FBS. The employedconcentrationsof 1,25(OH)2 vitaminD 3 approximate physiological levels in pregnancy (18, 24) . In vitro vascular network formation was tested by seeding8,000 factor-reduced Matrigel(BD Biosciences,Bedford, MA) and observed after6hby visual microscopy at ϫ 2.5 magnification. ImageJ software (NIH Image) was used for quantification of capillary like structures, and tubule length was analyzed by two independent observers. Each experiment was done in quartet. Proliferation assay. Theeffectof1,25(OH)2 vitaminD3 on ECFCcellgrowth was determined using aproliferation assay. Then,1 ϫ 10 4 cells per wellwereseededonto 24-wellculture plates with EGM-10% FBS and stimulated with 0.1 or 10 nM 1,25(OH) 2 vitaminD3. After 24, 48, and 72 h of treatment, the cell number was counted by Neubauer chamber with 1:2 trypan blue dilution. To estimate population-doubling time the following equation was used: population doubling time ϭ t log2/(log Nt Ϫ logNo),where tis timeperiod(h), Ntisnumber of cells at time t, and No is initial number of cells.
Gelatinzymography. Gelatinzymographywasperformed as previously describedwith minor modifications (55) . To examine the activity of pro-MMP-2 inECFCs that were treated with 0.1 or 10 nM 1,25(OH)2 vitaminD 3 for 24 h, conditioned media were collected andtheproteins were concentrated using a centrifugal filter unit (Millipore, Bedford, MA). Equal amounts of protein (7.5 g) foreach sample weremixed with sample buffer containing 10% glycerol, 10 mM Tris·HCl, and 1% sodium SDS at avolume of 10 l and incubated at 37°C for 1-2 h. The samples were loaded onto 10% SDS gelincorporated with 2.3 mg/ml gelatin for electrophoresis. The stacking gel was washed with 2.5% Triton-X-100 for 30 min and incubated in acollagenase buffer (50 mM Tris·HCl, pH 7.0, and 5mM CaCl2) at 37°C overnight. Gelswere stained for 1h with 0.4% Coomassie brilliant blue and destained witha methanol-glacial acetic acid solution. The activity of pro-MMP-2 was visualized as a white band against a blue background, and densitometric quantification of gelatinolytic activity was analyzed using Image Jsoftware.
VDR blocking and VEGF pathway inhibition. To studythe specificity of functionaleffects of 1,25(OH) 2 vitaminD 3,we blocked the VDR with the VDR antagonist pyridoxal-5-phosphate (0.5 mM) or downregulated the VDR with siRNA (20 M). In addition the VEGF pathway was inhibited by Su5416 (0.5 M, VEGF pathway inhibitor) or sFlt (5 g/ml, soluble VEGF receptor) and angiogenesisassays and gelatin zymography were performed (as described above) in the presenceor absence of 1,25(OH) 2 vitaminD 3 (10 nM).
Real-time RT-PCR.FormRNAexpression analyses, treatment groups were used as described in previous experiments [0.1%/2.5% FBS and0.1 nM/10 nM of1,25(OH) 2 vitaminD3]. Total RNA isolation was performed using the GTC-method of Chomczynski and Sacchi (13) with minor modifications. After removal of medium and being washed with PBS,cells were centrifuged at 2,000 g for5minat 4°C. Cell pellets were homogenized in 1ml guanidinisothiocyanate with phenol (ABGene, Cambridge, England) and cooled on ice for 5min. Then, 200 l chloroform were added and the organic phase was mixed with the acidic aqueous phase by shaking. The samples were centrifuged at 12,000 g, and the supernatant was transferred into anew tube and mixedwith 100% isopropanol. After centrifugation for 15 min,RNA was washed with 75% UVAZOL (Merck, Darmstadt, Germany). RNA products were run on 1% agarose gel to confirm that RNA was present. High-capacity cDNA reverse transcription kit (Invitrogen,Carlsbad,CA) was used for cDNAsynthesis, and2 gRNA were reverse transcribed in a20-l assay. Real-time RT-PCR was performed on the Rotor Gene 6000 PCR instrument (Corbett Research, Hilden, Germany) using three-stage program parameters as follows: 30 s at95°C,45s at 64°C, and 45 sat 72°C for 40 cycles. Each sample was tested in triplicate. The following VEGF-A primers were used according to already published sequences (36) : forward VEGF-A 5= -CTGGAGTGTGTGCCCACTGA; reverse VEGF-A5 = -TC-CTATGTGCTGGCCTTGGT. For normalization, ␤ -actin served as housekeeping gene. Primer sequences were as follows: forward ␤ -actin5 = -CCC TAA GGC CAA CCG TGA AAA GATG, reverse ␤ -actin5= -GAA CCG CTC ATT GCC GAT GTG ATG (Eurogentec, Seraing,Belgium).
Lactate dehydrogenase assay. Viability of cells was assessed by the release of lactate dehydrogenase into the medium. Lactate dehydrogenase measurement was carried out according to the manufacturer's instructions using the in vitro toxicology kit (Sigma-Aldrich). There was no difference in cell viability between the treatment and control groups (data not shown).
Statisticalanalysis. Effectsofindividual experimental treatments were compared with untreated controls using Wilcoxon signed-rank test due to nonparametric distribution of the results. Data are presented as medians of fold changes and SE compared with untreated controls. GraphPad InStat3 software was used to perform the statisticalanalyses. P values at Ͻ 0.05 were considered statistically significant.
RESULTS

Characterization of ECFCs.
The endothelial phenotype was confirmed by immunocytochemistry using fluorescein isothiocyanate-labeled Ulex europaeus agglutininI to examine the cells for uptake of Dil-Ac-LDL.Flow cytometric results also show that the cultured population of ECFCs through passage 10 was homogenous and had a confirmed endothelialphenotype, being CD31 ϩ ,CD45 Ϫ ,and CD133 Ϫ .CD34 is reported to be positive on freshly isolated cells, but the expression of CD34 decreases with increasing culture time (21) ,CD34 becoming negative at passage 10 -15. We confirmed this finding in our flow cytometric experiments. Western blot analysis found the VDR to be expressed by ECFCs, and siRNA knockdown to be effective in silencing VDR (see Fig.6 ).
Increased angiogenic activity of ECFCs treated with 1,25(OH) 2 vitamin D3. Under low serum concentration (0.1% FBS), 1,25(OH) 2 vitaminD 3 significantly stimulated formation of capillary-like structures by ECFCs in Matrigel ( Fig. 2A ). After treatment with 10 nM 1,25(OH) 2 vitaminD 3, ECFCs showed 1.27 times higher tube length than vehicle-treated controls (1.27 Ϯ 0.19;P Ͻ 0.05;n ϭ 38). ECFCs treatedwith 0.1 nM 1,25(OH) 2 vitaminD 3 also showed increased tube formation; however, this did not reach significance levels (Fig. 2B ). These differences could clearly and significantly be seen at alow concentration of FBS (0.1%) in treatmentmedia, a condition in which baseline tubule formation was submaximal. In contrast, no significant difference was observed between control and both 0.1 and 10 nM 1,25(OH)2 vitaminD 3-treated groups in tube formation when using 2.5% FBS in culture medium (data not shown). Fig. 6 ].
BlockingtheVEGFsignal bySu5416(0.88 Ϯ 0.43) decreasedpro-MMP-2activity. Theincubationincombination with1,25(OH) 2 vitaminD 3 rescuedthenegativeeffect of VEGFinhibition( Fig. 7 ).
DISCUSSION
Current theoretical approachesdescribepreeclampsiaasa two-stagedisorderwithreducedplacentalperfusionfollowed bymaternal endothelial dysfunction (43, 45, 56) . Several epidemiologicalstudiessuggestthatpreeclampsiaisassociated withvitaminD 3 deficiency(7, 23)andthat oral vitaminD 3 supplementationmarkedlyreducestheriskforpreeclampsia (27, 28, 42) . However, themechanismsbywhichvitaminD 3 might exert itspreventiveeffect havenot beeninvestigated. WedemonstrateasignificantpositiveimpactofvitaminD 3 on angiogenicpotential ofECFCsinvitro. ECFCstreatedwith vitaminD3 showasignificantlyhigherformationofthewhole Thereisevidenceforareciprocal relationbetweenVEGF andMMPs indifferent cell types (9) . MMPs have been implicatedinendothelial cell migrationinducedbyVEGF (31) .Insmoothmusclecells,VEGFtreatmentstimulatedcell migrationandtheproductionofMMPsandinhumandermal microvascularendothelialcellsVEGFdecreasesMMPinhib-itorsTIMP-1andTIMP-2 (32, 54) .Ontheotherhand,VEGF expressionwasincreasedbyhumangliomacellstransfected withMT1-MMPwhileMMP-inhibitiondownregulatedtheir VEGFexpression (17) .Thusthestimulatoryeffectofvitamin D3 treatment onpro-MMP-2activitymight alsobemediated byVEGFexpression. OurexperimentsusingVEGFpathway inhibitorssupport thishypothesis. However, therelationbe-tweenVEGFandespeciallypro-MMP-2hasnotbeenstudied sofarandfurtherresearchandexperimentsfocusingonthis fieldareneeded.
Totestthespecificityoftheobservedfunctionaleffects,we blockedthe VDRchemicallyor byVDRsilencingwith siRNA. Inaddition, weinhibitedtheVEGFpathwayat two different levels. BlockingofVDRoroftheVEGFsignaling cascadereducedtheformationofcapillary-likestructuresand pro-MMP-2activityofECFCs,suggestingaVDR-andVEGFdependent effect of vitaminD 3. Thefact that additionof vitaminD 3 
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VITAMINDIMPROVESTHEANGIOGENICPROPERTIESOFEPCs sponseelementsintheVEGFpromoter invascular smooth musclecells. Toclarifywhetherthisbindingpathwayapplies toECFCs, further studies havetobeconducted. Thereis evidencethatvitaminD 3 regulatesexpressionandsecretionof VEGF;thiseffectcouldbedetectedinvascularsmoothmuscle cells (12) , embryofibroblasts(34), chondrocytes,andosteoblasts (35, 48) .ThesurprisingfindingthatsiRNAknockdown oftheVDRisassociatedwithasignificantinhibitingeffecton tubeformationinthepresencethanintheabsenceofvitamin D3 leadstotheassumptionthatnon-VDR-mediatedsignalsare alsoinvolvedintheseprocesses.VitaminDmightexertinhib-itoryeffectswhentheVDRisdownregulatedandvitaminDis presentinexcessbyactivatingamembraneboundreceptorand not theclassical VDR. VitaminDcompounds, likeother steroidhormones,canalsoelicitresponsesthatdonotinvolve changesingeneexpressionandappeartobemediatedbycell surfacereceptors.Theroleofthenongenomicactionsinmost cellsremainsuncertain, andthenatureof thereceptor that mediatestherapidactionsremainscontroversial (20) .
WeusedaninvitroMatrigel assaytoassessmorphogenic activityofendothelialcellsand, tosomeextent, proliferative andmigrativeactivity (22) . Interestingly, intumor-derived endothelialcellsvitaminD 3 inducesinhibitionoftubeformation; however, theseeffectsarenot seeninendothelial cells isolatedfromhealthytissue (4) . Consequently, theeffect of vitaminD 3 onangiogenesismaydependonthecelltype. Cellproliferationisalsoanimportantstepinangiogenesis (49) .ThereisevidencethatvitaminD3 influencescellcyclingand proliferationthroughaVEGF-mediatedpathway.Thiseffectwas detectedbeforeinvascularsmoothmusclecells (12) .Thefactthat vitaminD3 increasescellproliferationofECFCsinourstudyis consistentwiththehypothesisthat vitaminD3 hasastimulating functionintheprocessofangiogenesis.
Weconductedourexperimentswith0.1or10nMvitamin D3 asdescribedinseveralpublications (5, 18) ,approximating physiologicvitaminD 3 serumconcentrationsinpregnantand nonpregnantwomen(0.1nM;Refs. 18, 24) .Whiletheplacenta produces ϳ 50%ofthecirculatingvitaminD 3 (16)ofpregnant women, weassumehigher placental vitaminD 3 levelsand included10nMvitaminD 3 inour experimental settingto simulatelocalplacentalconditions.
Inourexperiments,FBSmaskstheeffectofvitaminD 3 on ECFCs. Similar findingshavebeendemonstratedbeforein vascularsmoothmusclecells (12) . Thelikelyreasonisthat FBSisrichinavarietyofgrowthfactorsincludingVEGF, insulin-likegrowthfactor, andplatelet-derivedgrowthfactor. Collectively,thesefindingssupportourhypothesisthatvitamin D3 stimulatesangiogenicfunctioninECFCsthroughaVEGFmediatedpathway.
MMP-2anditsactiveproenzymepro-MMP-2haveimportant intracellularfunctions, particularlyinangiogenesis (10) . Proteolyticdegradationof thebasement membraneof the parent vessel andECFCimmigrationrequiresproteolyticen-zymesincludingMMPs. MMPsareproducedbyavarietyof cell typesincludingECFCs (57) . Inhibitionof pro-MMP-2 leads to decreased formation of capillary-like structures whereas additionof recombinant pro-MMP-2improves the invitroangiogenesisinhumanumbilicalveinendothelialcells (49) . Thefact that vitaminD 3 increasestheactivityofpro-MMP-2inourstudysuggeststhat vitaminD 3 therebymight stimulatethedegradationofextracellularmatrixproteinsand thuspromotesangiogenesis.Onecanspeculatethatapossible mechanismtoexplainthisrelationcouldagainbeanincrease ofVEGFexpressionthatmightenhancepro-MMP-2-activity.
Several hypotheseshavebeenput forwardtoexplainthe molecularmechanismsofvasculardysfunctioninpreeclampsia. Impairedplacentationandconcomitantplacentalhypoxia inducethereleaseofvariousfactorsinthematernalcirculation that leadtoenhancedendothelial permeability (25) , altered expressionofadhesionmolecules, andincreasedintracellular freecalciumcontentintheendothelium (26) .VEGFisoneof themostimportantgrowthandsurvivalfactorsofendothelial cells,andfreeVEGFisreducedintheplasmaofpreeclamptic women (15) ,whereasitssolublereceptorsFlt-1iselevatedin theserumof preeclampticwomen (8) . Anincreaseof free VEGFlocallyor inthematernal circulationcouldthereby improveendothelialfunctionandconsequentiallymighteven delayorimprovesymptomsofpreeclampsia.Hence,increased expressionofVEGFbyendothelial cellsinthepresenceof vitaminD 3 (4, 5) . Zudem ist ein Vitamin D 3 -Mangel mit einem 5-fach höherenPräeklampsierisiko assoziiert (6, 7) . Für die Angiogenese sind Faktoren wie der vaskuläre endotheliale Wachstumsfaktor (VEGF) sowie Matrixmetalloproteasen (MMP), u.a. proMMP-2 von
Bedeutung. Störungen in der Synthese oder Funktion dieser Faktoren, wie sie bei der Präeklampsie zu beobachten sind, wirken sich negativ auf die Gefäßbildung aus (8, 9) . In der vorliegenden Arbeit wird daher der Effekt von Vitamin D 3 auf die proangiogenetischen Eigenschaften endothelialer Vorläuferzellen untersucht.
Vitamin D 3
Vitamine sind organische Substanzen, die der Körper für lebenswichtige Funktionen benötigt, jedoch nicht selbst synthetisieren kann und die ihm deshalb essenziell zugefügt werden müssen. Vitamin D 3 ist ein Steroidhormon mit pleiotropen Effekten, das aufgrund seiner endogenen Synthese eher als Hormon und nicht irreführend als Vitamin bezeichnet werden müsste. Definitionsgemäß bezeichnet man mit Vitamin D 3 das Cholecalciferol, welches als Vorstufe zum hormonell aktiven Calcitriol (1,25(OH) 2 Vitamin D 3 ) gebildet wird (10) . Aufgrund der unpolaren Struktur ist Cholecalciferol lipophil und gehört damit wie Vitamin A, E und K zu den fettlöslichen Vitaminen. Neben den zwei großen Klassen Vitamin D 3 und Vitamin D 2 (Ergocalciferol) unterscheidet man noch andere Substanzen aus der Vitamin D-Klasse wie das Vitamin D 4 (22,23-Dihydroergocalciferol), D 5 (Sitosterol) sowie D 6 (Sigmasterol) (11) .
Funktion von Vitamin D3
Die Wirkung von Vitamin D 3 wird über den Vitamin D-Rezeptor (VDR) vermittelt. Der VDR ist ein nukleärer Steroidrezeptor, dessen Expression bisher in 37 verschiedenen Gewebszellen nachgewiesen wurde (10) . Vitamin D 3 hat vielfältige Funktionen wie die Regulation des Knochen-und Glukosestoffwechsels, die Beeinflussung der Muskulatur und der Haut sowie die Beteiligung im immunologischen und kardiovaskulären System (10) . Intrazellulär wirkt 1,25(OH) 2 Zelldifferenzierung sowie am Zellwachstum beteiligt sind (10, 12) .
In den letzten Jahren wurde festgestellt, dass Vitamin D 3 entgegen früherer Annahmen weitaus mehr Funktionen hat als die Regulation des Kalzium-, Phosphat-und Knochenstoffwechsels (12) . Aufgrund seiner vielfältigen Wirkungen gewinnt Vitamin D 3 zunehmend an Bedeutung in der Medizin:
1. Knochen (13, 14) : Rachitis (24) , kardiovaskulären Erkrankungen (3) , Diabetes mellitus (21, 22) sowie Tumorerkrankungen (19, 25) . Zudem geht ein Vitamin D 3 -Mangel in der Schwangerschaft mit einem erhöhten Präeklampsierisiko (6, 26) und möglicherweise vermindertem fetalen Wachstum sowie fetaler Wachstumsretardierung (Small forgestationalage, SGA) einher (26) . (10, 27) .
Vitamin D3-Metabolismus
Calcidiol kann jedoch ebenfalls extrarenal in das aktive Vitamin D 3 umgewandelt werden, wie z.B. in Epithelzellen, Endothelzellen, Trophoblasten sowie in den Inselzellen des Pankreas (28, 29) . (10) . Aufgrund einer nicht vorhandenen international übereinstimmenden Definition für einen optimalen Vitamin D 3 -Serumspiegel, ist es schwierig, Referenzwerte für Vitamin D 3 zu setzen. ng/ml definiert (25) . Die europäische Behörde für Lebensmittelsicherheit (European Food Safety Authority, EFSA) bewertet eine tägliche Zufuhrmenge von bis zu 50 µg für Erwachsene als unbedenklich, Säuglinge sollten Tagesmengen von mehr als 25 µg nicht überschreiten (30) . Nach aktuellen Daten haben 40-100% der Erwachsenen in Europa und Amerika einen Vitamin D 3 -Mangel (25, 31, 32) . Da eine dunkle Hautpigmentierung und abnehmende Sonnenstrahlung die endogene Synthese von Vitamin D 3 verringert, sind vor allem südlich bzw. nördlich des Äquators lebende und dunkelhäutige Menschen betroffen (33, 34) . In der Schwangerschaft ist ein ausreichender Vitamin D 3 -Spiegel der Mutter außerordentlich wichtig, da hierdurch auch die fetale Vitamin D 3 -Versorgung gewährleistet wird (35, 36) . Ein Vitamin D 3 -Mangel in der Schwangerschaft ist sehr häufig, abhängig von der jeweiligen Definition der Grenzwerte liegt die Prävalenz zwischen 20 und 84% (10, 37) . Daher empfiehlt die Deutsche Gesellschaft für Ernährung für Schwangere und stillende Mütter eine tägliche Vitamin D 3 -Einnahme von 20 µg, um eine adäquate Vitamin D 3 -Versorgung für Mutter und Kind zu gewährleisten (38) .
Endotheliale Vorläuferzellen
Endotheliale Vorläuferzellen (Endothelial Progenitor Cells, EPC) sind im Blut zirkulierende mononukleäre Zellen, die sich zu reifen Endothelzellen ausdifferenzieren können und zur vaskulären Homöostase beitragen. Zu den Aufgaben der EPCs gehören vor allem die Vaskulogenese, bei der neue Gefäße aus endothelialen Vorläuferzellen gebildet werden, und die Angiogenese, die die Gefäßsprossung aus vorhandenen Gefäßen beschreibt (39) . EPC sind an der Bildung neuer Gefäße nach einem Myokardinfarkt, einem Schlaganfall sowie bei der Wundheilung beteiligt (40) (41) (42) . EPC verbessern die Endothelfunktion und das Überleben der adulten Endothelzellen. Sie fördern durch eine Freisetzung von Wachstumsfaktoren und
Zytokinen die Angiogenese sowie vaskuläre Reparaturprozesse in Form von Migration und
Differenzierung zu reifen Endothelzellen (39, (43) (44) (45) . Außerdem sorgen die EPC durch den Ersatz apoptotischer und nekrotischer Endothelzellen für eine adäquate Reendothelialisierung (44) .
Insbesondere bei Erkrankungen, die mit einem Endothelschaden einhergehen, wie der Atheriosklerose (46, 47) , Diabetes mellitus (21, 22) sowie Präeklampsie (5, 48, 49) scheinen die endothelialen Vorläuferzellen eine wichtige Rolle zu spielen. Erniedrigte Zahlen von EPC im peripheren Blut finden sich bei Niereninsuffizienz (50) , Diabetes mellitus Typ II (51) , Metabolischem Syndrom (52) , koronarer Herzerkrankung (53, 54) sowie bei Patientinnen mit Präeklampsie (55, 56) . EPCs sind ebenfalls an der Blutdruckregulation beteiligt durch Ausschüttung verschiedener Faktoren, wie z.B. Stickstoffmonoxid. Bei Patienten mit einem Hypertonus ist sowohl die Anzahl als auch die Funktion der EPC vermindert (115) . Bahlmann
et al konnten zeigen, dass eine medikamentöse Hemmung des Angiotensin-II-Rezeptors die
Anzahl der EPC (115) (57) . Der Anteil der reifen Endothelzellen und der EPC an mononukleären Zellen im peripheren Blut wird zwischen 0,01% und 0,0001% geschätzt (58) . Im Rahmen der Vaskulogenese wird die Mobilisation der EPC aus dem Knochenmark angeregt und somit die Anzahl der zirkulierenden EPC, die im Blutstrom zu Orten der Endothelschädigung oder Gefäßneubildung gelangen, erhöht. Dafür werden Faktoren wie VEGF (VascularEndothelial Growth Factor), G-CSF (Granulocyte-ColonyStimulatingFactor) und Erythropoetin freigesetzt (57) . Auch Statine, Sport und Östrogene bewirken eine erhöhte Anzahl an EPC im peripheren Blut (59) (60) (61) . (40) .
Für die Charakterisierung dieses Zelltyps verwendet man verschiedene
Zur Charakterisierung und Quantifizierung der EPC gehört die Kombination aus den
Stammzellmarkern CD34 und CD133 sowie dem endothelialen Marker KDR (Kinaseinsertdomainreceptor), der als VEGF-Rezeptor 2 fungiert. Während sich die EPC weiter differenzieren, kommt es zum Verlust von CD133 und zur Expression von CD31, vaskulär-endothelialemCadherin (VE-Cadherin) sowie Von-Willebrand-Faktor (40, 57, 62) . (66) . Die Präeklampsie und ihre schwerste Verlaufsform, die Eklampsie, sind mit 10-15% eine der Hauptursachen für maternale Mortalität und tragen einen erheblichen Anteil zur perinatalen Sterblichkeit und Morbidität bei (66) . Sehstörungen sowie Kopfschmerzen vorausgehen (67) .
Nach dem Proliferationsverhalten in der Zellkultur existieren zwei verschiedene
Pathophysiologie
Mittlerweile sind einige Faktoren bekannt, die auf ein erhöhtes Präeklampsierisiko hinweisen.
Zu den Risikofaktoren der Präeklampsie zählen (68, 69) : In den letzten Jahren zeigten einige Studien, dass ein maternaler Vitamin D 3 -Mangel einen unabhängigen Risikofaktor für die Entwicklung einer Präeklampsie darstellt (6, 7) . Die Einnahme von 10-15 µg/d Vitamin D 3 während der Schwangerschaft konnte hingegen das Präeklampsierisiko um 27% reduzieren (70) .
Die Schädigungen bei der Präeklampsie betreffen sowohl Leber, Niere, Gehirn als auch das Gerinnungs-und Endothelsystem (66, 71) (72, 75) .
Die generalisierte endotheliale Dysfunktion wird zurzeit als zentraler Verknüpfungspunkt in der pathogenetischen Kausalkette zwischen der gestörten Plazentation und der klinischen Symptomatik der Präeklampsie angesehen (48, 76, 77) . Veränderungen und intravasale Gerinnungsstörungen (78, 80) . Die Vasokonstriktion wird zusätzlich durch eine Überaktivität des sympathischen Nervensystems verstärkt, die wiederum zu einer inadäquaten Sekretion von vasoaktiven Substanzen im Endothel führt (81) . (67) . Vor
Indikationsstellung zur antihypertensiven Therapie ist das Risiko für die Mutter und den Fetus abzuwägen. Die antihypertensive Therapie ist hinsichtlich der fetalen Entwicklung und der kindlichen Prognose problematisch, da sie statistisch mit einer erhöhten Rate an wachstumsretardierten Kindern und einem verminderten Geburtsgewicht einhergeht (85) und in erster Linie der Prävention zerebrovaskulärer Komplikationen bei der Mutter dient (86) . Nach den aktuellen Leitlinien sollte sie erst bei anhaltenden Blutdruckwerten von ≥170 mmHg systolisch und / oder ≥110 mmHg diastolisch begonnen werden (67) . Bestand der Hypertonus schon vor der Schwangerschaft oder leidet die Mutter zusätzlich an einer Nierenerkrankung oder einem Diabetes mellitus, sollten Blutdruckwerte schon ab ≥160/100 mmHg behandelt werden (67) . Das Antihypertensivum der ersten Wahl zur Langzeitanwendung ist α- (87) . (89, 90) .
Auch der Serumspiegel von sEndoglin ist bei Schwangeren, die eine Präeklampsie entwickeln, bereits in der 17. -20. SSW auf das Doppelte erhöht (91) (93) . Auch konnten Präeklampsiesymptome wie Bluthochdruck in Mäuseversuchen mittels ASS verhindert oder gelindert werden (94) . Laut Caritis et al. konnte bei Hochrisikopatientinnen jedoch kein reduziertes Präeklampsierisiko durch die Einnahme von ASS nachgewiesen werden (95, 96) .
Fragestellung
Bodnar et al. konnten zeigen, dass ein maternaler Vitamin D 3 -Mangel mit einem erhöhten Risiko für die Entwicklung einer Präeklampsie assoziiert ist (6, 80) . Zahlreiche wissenschaftliche Arbeiten erbrachten bisher einen Nachweis über einen Zusammenhang zwischen einem Vitamin D 3 -Mangel und der Funktion des Endothelsystems (1, 97, 98) (99) . Epidemiologische Studien weisen auf einen positiven Einfluss von Vitamin D 3 auf das Endothelsystem sowie das Präeklampsierisiko hin (70, 97, 100) . (2) Der proangiogenetische Effekt von Vitamin D 3 wird über VEGF vermittelt. 
Ergebnisse
VEGF mRNA Expression
Bei der Messung der VEGF mRNA (messenger ribonucleic acid) in ECFC zeigte sich in der Vitamin D 3 -Gruppe eine höhere Expression im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle. Eine Vitamin D 3 -Behandlung mit 10nM führte zu einer 1,74fachen Steigerung der VEGF mRNA (1,74 ± 0,73; p < 0,05; n = 6). In der Gruppe der niedrigeren Vitamin D 3 -Konzentration konnte kein signifikanter Anstieg im Vergleich zur unbehandelten Kontrollgruppe gezeigt werden (2,11 ± 1,29; p > 0,05; n = 6).
Diskussion
In dieser Arbeit konnte erstmals ein protektiver Einfluss von Vitamin D 3 (105) (106) (107) . Jedoch wurde dieser Effekt nicht bei gesunden Zellen mit physiologischem Zellzyklus gesehen (101, 102) . Es ist daher zu vermuten, dass der Signalweg von Vitamin D 3 vom Gewebe-und Zelltyp abhängig ist. Interessant wäre daher, die unterschiedlichen molekularphysiologischen Wirkmechanismen von Vitamin D 3 in gesunden und pathologischen Zellen zu vergleichen, um diese Unterschiede erklären zu können.
In der vaskulären Homöostase spielt VEGF als einer der wichtigsten Angiogenesefaktoren eine entscheidende Rolle. VEGF hat eine protektive Wirkung auf Endothelzellen, was bei präeklamptischen Frauen mit einer verminderten Serumkonzentration an VEGF u.a. zur endothelialen Dysfunktion beiträgt (8) . Eine gesteigerte Expression von VEGF durch Vitamin D 3 in vivo könnte zu einer verbesserten Endothelfunktion führen und somit das niedrigere Präeklampsierisiko unter Vitamin D 3 -Einnahme erklären (70) . in vitro Angiogenese (9) . MMP-2 beeinflusst außerdem die Vasomodulation von Gefäßen, indem es die thrombinabhängige Vasodilatation stimuliert (108) . Jedoch wurde in einer weiteren in vitro Studie gezeigt, dass die Hemmung von MMP-2 aus Plasma von Patientinnen mit Präeklampsie einen verbesserten Muskeltonus sowie die Relaxation von Mesenterialarterien von weiblichen Mäusen bewirkt (109) . Die Tatsache, dass MMP-2 im Plasma von präeklamptischen Frauen erhöht ist (110) und das Plasma von präeklamptischen Frauen zu einer Erhöhung der NO-Bildung (Nitricoxide, Stickstoffmonoxid) und NO-Synthetase-Aktivität führt (111) , könnte eine kompensatorische MMP-2-Erhöhung vermuten lassen. Ebenfalls ist bekannt, dass VEGF ein signifikanter Aktivator von MMP-2 ist, indem es die Freisetzung von MMP-2 aus Endothelzellen stimuliert und somit die Gefäßfunktion fördert (112) . Eine stärkere Aktivität von pro-MMP-2 durch Vitamin D 3 -Gabe würde diesen protektiven Effekt verstärken.
Für das Einwandern von Endothelzellen in das
Seit der Entdeckung der EPC als proangiogenetische Zellen bei der Neovaskularisierung im Jahre 1997 (40) wurden EPC in vielen Studien zur Erforschung der vaskulären Homöostase eingesetzt. EPC spielen in der Organdurchblutung eine entscheidende Rolle, indem sie die Kapillardichte steigern und an der Bildung von neuen Gefäßen beteiligt sind (39) . Sowohl eine verminderte Anzahl als auch eine gestörte Funktion von endothelialen Vorläuferzellen ist mit einer Reihe von Erkrankungen assoziiert (50) (51) (52) (53) (54) (55) (56) . Die Anzahl endothelialer Vorläuferzellen bei Patientinnen mit Präeklampsie ist im Vergleich zu gesunden Schwangeren reduziert und kann als eine Verminderung der endothelialen Reparaturfähigkeit angesehen werden (4, 56) . In unseren Arbeiten verwendeten wir ECFC. Diese hochproliferative Subgruppe der EPC, die wir aus Nabelschnurblut isolierten, hat eine hohe Proliferationsrate sowie Kapazität zur Gefäßneubildung und erwies sich somit für unser in vitro Angiogenesemodell als vorteilhaft (39) . Im Rahmen der fetalen Hämatopoese werden endotheliale Vorläuferzellen in der Plazenta produziert, die mittels Migration, Proliferation und Differenzierung zu reifen Endothelzellen an der Vaskulogenese in der Plazenta beteiligt sind (113) . 
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